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　　[ 摘　要] 　目的:研究黑素转铁蛋白(P97)在家兔网织红细胞非转铁蛋白结合铁摄取中的作用。方法:放射
性同位素法([ 59Fe ] )。结果:(1)单纯用磷脂酰肌醇磷脂酶 C(PI-PLC)作用网织红细胞 ,其铁摄取无明显变化
(P >0.05);(2)经蛋白酶 procnase预处理后 ,再用 PI-PLC 作用网织红细胞 , 则胞浆内铁及整合到血红素中的铁
均较单纯用蛋白酶处理的网织红细胞明显降低。结论:在家兔网织红细胞膜上可能存在有P97 , 且 P97 在其摄取
非转铁蛋白结合铁的过程中可能发挥作用。
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　　黑素转铁蛋白(melanotransferrin ,P97)首先是由
于它在人的黑色素瘤细胞上的高表达而被发现
的[ 1 ,2] ,随后大量研究提示在许多体外培养的细胞












1.92×1013 Bq/mol;pronase 为 Calbiochem -Nova -
biochem Corp 公司产品;PI -PLC 为 Sigma 公司产
品。
二 、家兔贫血模型的制备
健康日本大耳家兔 2 只 ,雌雄不拘 ,体重(2.5
±0.3)kg ,按照 Morgan 等方法复制贫血模型[ 3] 。
网织红细胞是从苯肼诱发的贫血家兔模型中获得 ,
血细胞用冷0.15mol/L NaCl溶液洗 3次 ,每次洗涤
后离心将上清液去除 ,接着在 4℃条件下以 2 000×
g 离心 30 min , 收集上层 1/4 的细胞并悬浮于
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　　2只动物共取血 5 次。对照组孵育时将 0.1
mL 网织红细胞与枸橼酸铁混合使铁的最终浓度为
2.5μmol/L ,在 37℃水浴摇床中孵育 30 min ,网织红
细胞用冰冷的 PBS液洗 3次 ,每次洗涤后在 4℃条
件下以 2 000×g 离心 10 min , 最终网织红细胞以
1.0 mL 20 mmol/L Hepes(pH7.4)溶解 ,其中一半在




×105 mU/L PI -PLC 预先加入孵育液中孵育 30
min ,随后将枸橼酸铁加入混匀重复上述实验 。
蛋白酶 pronase 实验组中 , 将 1 g/L 的 pronase
预先加入孵育液中孵育 30 min ,随后加入枸橼酸铁
重复上述实验。
pronase 与PI-PLC组 ,预先将 1 g/L 的 pronase
加入孵育液中孵育 30min制备受体失活模型 ,再将
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0.1-5.0μmol/L的浓度铁 ,观察网织红细胞用1 g/
L 的 pronase处理 60 min后 ,铁的摄取情况 ,结果表
明大约在 2.5 μmol/L 浓度 ,铁的摄取达到饱和 ,胞
浆内摄取的铁为 3.92 pmol/108 cell(图 1)。
Fig 1　Internalized Fe as a function of medium Fe concentration by
reticulocytes after 1h at 37℃.Results are the mean of two
determination.
图 1　培养基内铁浓度对网织红细胞铁摄取的影响
　　二 、单纯应用 PI-PLC 对网织红细胞铁摄取
的影响
在铁摄取实验以前 , 预先用 PI-PLC(3 ×105
mU/L)预处理网织红细胞 , 对照组用等量 PBS 代
替 ,结果单纯用 PI -PLC 组胞浆内摄取的铁为
23.64 pmol/108 cell ,对照 PBS 组为 23.16 pmol/108
cell ,二者相比 ,无显著性差异(P>0.05);单纯用 PI
-PLC组被网织红细胞摄取整合到血红素上的铁
为 6.256 pmol/108 cell ,对照 PBS 组为 6.458 pmol/
108 cell ,二者相比亦无显著性差异(P >0.05)(图
2)。表明单纯用 PI-PLC 作用于网织红细胞对其
铁摄取没有影响 。
Fig 2　Effect of pre-treating reticulocytes with PI-PLC(300 U/
L)on Fe uptake. x±s.n=5.
P>0.05 vs control group.
图 2 　单纯应用 PI-PLC 对网织红细胞铁摄取的影响
　　三 、应用 pronase 之后 ,再应用 PI-PLC 对网织
红细胞铁摄取的影响
为去除网织红细胞表面的转铁蛋白受体 ,实验
中应用 pronase 使受体失活 ,随后在孵育液中加入
PI-PLC ,结果应用 pronase后 ,再应用PI-PLC组胞
浆内摄取的铁为 0.87 pmol/108 cell ,单纯用 pronase
组为 1.22 pmol/108 cell ,前者明显低于后者 P <
0.01;同时被网织红细胞摄取整合到血红素上的
铁 , pronase+PI -PLC 组为 0.49pmol/108cell ,单纯
用 pronase 组为 0.598 pmol/108 cell ,前者亦明显低
于后者(图 3)。
Fig 3　Effect of pre-treating reticulocytes with pronase(1 g/ L)
and PI-PLC(300 U/ L)on Fe uptake. x±s.n=5.
＊＊P<0.01 , ＊P<0.05 vs control group.








与细胞膜结合 ,另一种 P97是可溶性的 ,存在于脑
脊液和血液中 ,且不含 GPI 。在所有已经检查的具
有表达经GPI与膜结合的 P97的细胞都有产生可
溶性 P97 的能力 ,目前尚不清楚二种不同形式的
P97之间的功能关系 。加拿大 BCUS Jefferies 教授
领导的一个研究组最近证明 ,除了转铁蛋白/转铁
蛋白受体外 , P97 可能也参与了正常的脑铁代谢 ,
而且很可能 P97的过度表达是老年痴呆病人脑部
铁过度增加的原因 ,进而导致大量的自由基产生以







织红细胞后 ,其孵育液浓缩 7 倍后 ,用聚丙烯酰胺
凝胶电泳分离蛋白质 ,发现在分子量 97Kda附近有
一条蛋白质带 ,且用 PI-PLC(能特异性将 GPI连接
的 P97从细胞表面裂解下来的细菌酶)处理后的上















白依赖铁摄取途径。图 3 可见 ,首先我们证实用 1
g/L pronase 预处理的网织红细胞 ,其铁摄取饱和度
大约在 2.5μmol/L ,摄取率约为 7.86×102原子铁/









非转铁蛋白依赖摄铁途径 , P97 可能参与了此过
程。
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Role of P97 in non-transferrin bound iron uptake
by rabbit reticulocytes
CHEN Wen-fang1 , QIAN Zhong-ming2
(1Department of Physiology , The Medical College of Qingdao University , Qingdao 266021 , China ;
2
Department of Applied Biology and Chemical Technology , Hong Kong Polytechnic University ,China)
　　[ Abstract] 　 AIM:To investigate the possible role of P97 in non-transferrin bound iron uptake by rabbit
reticulocytes.METHODS:The iron uptake were measured by the method of radioisotope (59Fe).RESULTS:(1)
Only PI-PLC treatment had no apparent effect on iron uptake by reticulocytes(P >0.05);(2)Reticulocytes , pre-
treated by pronase and then by PI-PLC , give a significant decrease in iron uptake in cytosol and in heme (P <
0.01).CONCLUSION:The results support the possibility that P97 might be able to be expressed on the membrane
of reticulocytes and plays a role in non-transferrin bound iron uptake by this type of cells in the rabbit.
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